





Development of a highly selective inhibitor against matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) 
 

































中心に、がん治療の良好な標的 MMPs の一つである MMP-2 のユニークな活性発現・
調節機構と、そのメカニズムを応用した高選択性インヒビターの開発について概説する。 
 
修飾 TIMP-2による MMP-2前駆体の活性化抑制法の発見 
 筆者がMMPs 研究に加わった当時、当研究室ではアルツハイマー病の原因物質であ
るアミロイド β-タンパク質（Aβ）の前駆体（β-amyloid precursor protein, APP）が
MMP-2 阻害活性を持つことが見出されていた（1）。また、I 型の細胞膜貫通タンパク
質である APPは細胞膜表層に存在する未同定のメタロプロテアーゼ（仮称 α-セクレタ






あるいは MMP-2 が APP の切断に関わる可能性を調べることであった。残念ながら、
Aβ領域内での APP切断には A disintegrin and a metalloproteinase (ADAM)とよばれ
る別のクラスのメタロプロテアーゼが主として関わることが明らかになり、MMPs は
主役ではないだろうという結論に至ったが、この解析の過程で幾つか面白い発見があっ
た。その一つが生理的 MMPs インヒビタータンパク質である tissue inhibitor of 
metalloproteinases-2 (TIMP-2)のインヒビター活性部位を化学修飾した分子を用いて
MT1-MMPによる pro-MMP-2の活性化を特異的に抑制する方法の発見である。 





















ー活性を失った N末端カルバミル化 TIMP-2をコンカナバリン Aで刺激したヒト繊維
肉腫由来 HT1080細胞に添加したところ、内在性 MT1-MMPによる pro-MMP2の活性
化が阻害されることが明らかになった（5）。この結果は上述の MT1-MMP による
pro-MMP2 活性化メカニズムの検証にも役立ったが、この修飾 TIMP-2 を用いること
により MT1-MMP の酵素活性を阻害することなく、MMP-2 の活性化のみを阻害でき





細胞表層に存在する MT1-MMPあるいは MMP-2が α-セクレターゼの本体か否かに対
する答えは否定的であったが、研究の過程でこの２つの MMPsのいずれかが APP細胞
外領域の新規切断に関わる可能性が出て来た。すなわち、HT1080細胞の培養上精には
α-セクレターゼ切断で放出される 105 kDaの APP断片（soluble APP, sAPP）が検出
されたのに対し、この細胞をコンカナバリン Aで刺激して内在性の MT1-MMP活性の
上昇と MMP-2の活性化を誘導すると、それに付随して培養上精中に 90 kDaの新規
APP断片が現れることを見出した。この 90 kDaの APP断片は sAPPの C末端側エピ
トープを欠いていることから、APPが α-セクレターゼ部位よりも N末端側で切断を受
け、sAPPよりも短い細胞外領域が放出されていることが予想された。そこで、この 90 
kDaの APP断片 truncated sAPP (sAPPtrc)と命名した(図１)。興味深いことに sAPP
が MMP-2インヒビター活性を持つのに対し、sAPPtrcにはその活性がなかったことか
ら、後の MMP-2インヒビター領域の同定につながった。 

















ターを用いて調べた結果、低分子 MMPs阻害剤と TIMP-2が sAPPtrcの産生を阻害し






周囲の ECM に結合することにより、ECM が MMP-2 による分解から保護されるが、
MT1-MMP が集積している浸潤先端部位ではインヒビター領域を含まない sAPPtrc が














（図１）。興味深いことに、このアミノ酸配列を持つ 10 残基ペプチド（APP-derived 
inhibitory peptide, APP-IPと命名）は sAPPと比較して約 10倍高い MMP-2阻害活性
を示し、その阻害の IC50値は 30 nMであった。また、APP-IPの酵素選択性について
調べたところ、APP-IPの MMP-3、MMP-7、MMP-9および MT1-MMPに対する阻害




 一方、APP-IP の N-末端側あるいは C-末端側から 1 残基ずつアミノ酸を削ったり、
内部配列のアミノ酸残基を Alaに置換すると、MMP-2に対する親和性が顕著に低下す
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 そこで、MMP-2 の触媒ドメインと MMP-7、あるいは MMP-9 の触媒ドメインの各
パーツ（アミノ酸配列）を組み合わせて種々の“キメラ MMPs”を作製し、これらの酵素










 上記キメラMMPs を用いた解析により、筆者らは APP-IP の酵素選択性に関わる酵
素側の構造要因をアミノ酸残基レベルで明らかにしたところ、MMP-7 と MMP-9 が
APP-IP との相互作用において異なる部分に障害を持つことを見出した。すなわち、
MMP-9では基質結合クレフトの非プライム側（基質ペプチドの切断部位の N末端側と
相互作用する酵素側の部位）に存在する Pro87と Gln93が障害となり、MMP-7 ではプ
ライム側（基質ペプチドの切断部位の C 末端側と相互作用する部位）の 144-147 に相
当する NGDP 配列が障害になっていた。これらの部位は MMP-2 活性中心の亜鉛イオ
ンから比較的遠い位置に存在していたことから、MMPs の基質結合クレフトの構造に
おいて、活性中心から遠い部位に各 MMPで個性があることが予想された。 
 さらに、APP-IP 側のアミノ酸残基を修飾した種々のペプチドと上記キメラ MMPs
の相互作用を調べることで、酵素側の 94 番目のアミノ酸が APP-IP 側の Pro10と、ま












の N 末端に、プロペプチドの代わりに APP-IP 配列を付加したところ、分子内インヒ
ビターとして作用し、MMP-2活性が完全にマスクされることを見出した。これに対し、










































利用し、APP-IP を MMP-2 の活性部位近傍に呈示させる方法を考案した（11）。すな
わち、TIMP-2の N末端に APP-IPのアミノ酸配列を付加することで、TIMP-2の持つ




 TIMP-2の N末端に APP-IP配列を付加した融合タンパク質（APP-IP-TIMP-2と命
名）を作製し、その活性を調べたところ、TIMP-2 が持っていた他の MMPs に対する
阻害活性は失われていたのに対し、MMP-2に対しては強力な阻害活性（Ki＝0.7 pM）
を持つことが判明した。また、ペプチドである APP-IPは培養がん細胞中で速やかにそ




































が pro-MMP-2・TIMP-2・MT1-MMP からなる 3 分子複合体の形成を介さずに活性化
される経路が複数存在することが報告されていることを考慮すると、生体内における
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